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棉铃 虫 幼虫 取 食 Vip3Aa 和 绰 日 后 的 中 上 肠 组 织 病 理 变 化 
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摘要 : 为 了 进一步 明确 Vip3Aa 的 作用 机 制 , 利用 透射 电镜 观察 了 棉铃 虫 4 龄 幼虫 取 食 含 Vip3Aa EA AHS P 
杯 状 细胞 的 病理 变化 , 并 比较 了 其 病变 与 取 食 含 CrylAc 饲料 后 棉铃 虫 组 织 病 变 的 差异 。 取 食 售 Vip3Aa 饲料 后 ， 
棉铃 虫 幼虫 的 中 肠 杯 状 细胞 逐渐 发 生病 变 ， 主 要 表现 为 : 微 绒 毛 肿 胀 、 脱 落 ; 细胞 核 核 膜 界 限 不 清晰 ,染色 质 分 
布 不 均匀 ; 线粒体 变形 、 数 量 减 少 , AADAM; 内 质 网 杂乱 不 规则 、 数 量 减少 。 与 取 食 CrylAc 的 棉铃 虫 相 比 ， 
取 食 Vip3Aa 的 棉铃 忠 中 肠 杯 状 细胞 发 生病 变 较 为 缓慢 , ERR 12 h 后 才 发 现 明显 病变 , 随 着 取 食 时 间 的 增加 病 
变 越 来 越 明 显 ; 而 取 食 CrylAc 的 棉铃 虫 2 h 后 中 肠 杯 状 细胞 就 出 现 明显 病变 。 本 研究 可 为 Vip3Aa 作为 新 毒素 策 
上 略 的 重要 重 白 在 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 综合 防治 中 更 好 地 发 挥 作用 提供 理论 依据 。 
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Pathological changes in midgut tissues of larvae of the cotton bollworm, 
Helicoverpa armigera ( Lepidoptera. Noctuidae ), after feeding 


Vip3Aa protein 

ZHANG Yan, LIANG Ge-Mei* , ZHANG Li-Li, WEI Ji-Zhen (State Key Laboratory for Biology of Plant 
Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, 
Beijing 100193, China) 

Abstract: The pathological changes in midgut tissues of larvae of the cotton bollworm, Helicoverpa 
armigera ( Hübner) , fed on artificial diet containing Vip3Aa protein were observed using transmission 
electron microscope, and the changes induced by Cryl Ac were also investigated in order to ascertain the 
action mechanism of Vip3Aa. The results showed that the goblet cells changed gradually after H. 
armigera larvae fed on artificial diet containing Vip3Aa protein, and the major symptoms included: 
microvilli swelled and dropped off, the boundaries of karyotheca in cell nucleus blurred and the 
chromatins unevenly distributed, the numbers of mitochondria and endoplasmic reticulum reduced, the 
inner cristae of mitochondria blurred, and the endoplasmic reticulum mixed disorderly. The pathological 
changes of goblet cells in the midgut of H. armigera larvae induced by Vip3Aa were slower than that by 
Cryl Ac. The obvious pathological changes were detected at 12 h after feeding Vip3Aa, and the 
pathological changes became more and more evident with extension of feeding time. The obvious 
pathological changes of H. armigera induced by CrylAc, however, appeared at 2 h after CrylAc 
treatment. This study may enrich the theoretical basis for better using Vip3Aa as new toxin strategy in 
IPM of the cotton bollworm. 
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转 Bt 基因 棉花 在 中 国 的 推广 种 植 有 效 地 控制 
TASIR Helicoverpa armigera ( Hübner) 的 危害 (Wu 
et al., 2008) , 但 随 着 转基因 棉 种 植 面积 的 逐年 扩 
K, 使 得 棉铃 虫 等 靶 标 害虫 在 整个 生长 周期 都 面临 
杀 忠 蛋 日 的 高 压 选 择 。 因 此 , AERX) Bt 棉花 的 





抗 性 已 成 为 影响 转基因 棉花 持续 利用 的 关键 因素 
( 吴 孔 明 , 2007 ; Tabashnik et al., 2010), HT AX 
地 延缓 抗 性 发 展 ， 人 们 提出 了 各 种 抗 性 治理 策略 ， 
如 双 价 转基因 作物 策略 和 新 毒素 策略 等 。 

Vips 是 伴 孢 晶体 形成 的 过 程 中 产生 的 一 种 营 
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JERHZR 4E H (vegetative insecticidal proteins, Vips) 
( Schnepf et al., 1998) , X*W H ERRAT H 
杀 虫 活性 (Estruch et al., 1996; Fang et al., 2007) , 
由 于 Vip3A 在 进化 上 和 Cry KAE i Hi EL SC NM 
源 性 ， 存 在 交互 抗 性 的 可 能 性 很 低 (Lee et al., 
2003, 2006) ,作为 害虫 综合 治理 中 的 “新 毒素 策 
略 "正在 广泛 应 用 , 可 以 有 效 地 延缓 靶 标 害虫 抗 性 
发 展 。Vip3A 已 经 成 功 转 入 了 转基因 棉花 中 , 作为 
一 项 抗 性 治理 的 新 措施 , 已 在 澳大利亚 等 国家 开始 
种 植 。 如 Syngenta 公司 研发 的 转 双 价 产 品 VipCot 
( Cry1 Ab and Vip3A) (James, 2009) 。 

Lee 等 (2003 ) 报道 , 全 长 88 kDa 的 Vip3A 类 重 
日 无 法 直接 与 上 皮 细 胞 结合 ,必须 在 中 上 肠 重 晶 的 酶 
解 作用 下 形成 62 kDa 的 核心 片段 才能 发 挥 活 性 。 
他 们 提出 Vip3A 的 作用 机 制 为 : Vip3A 重 日 被 昆虫 
取 食 后 在 中 肠 液 重 日 酶 的 作用 下 形成 核心 重 日 ,与 
昆虫 的 中 肠 细胞 结合 ,引起 细胞 膜 的 穿孔 , 细胞 随 
后 膨胀 破裂 , 造成 昆虫 的 生理 生化 代谢 失调 ,昆虫 
停止 进食 , 最 终 导致 死亡 。 但 具体 关于 Vip3A 造成 
的 中 肠 细 胞 组 织 病理 学 变化 报道 很 少 。 

据 报道 Cry 类 得 日 造成 的 昆虫 中 肠 组 织 病理 变 
化 主要 包括 : 顶端 微 绒毛 肿胀 、 内 质 网 宫 泡 化 、 核 
糖 体 缺 失 、 线 粒 体 肿胀 、 细 胞 核 肿胀 , 及 随后 的 细 
胞 核 、 细 胞 稚 和 质 膜 破裂 ,最 终 细 胞 内 含 物 随 着 细 
Bé] — E Ji yA ER CU s Hes E O XE RH SR, 2001; 
Sutherland et al., 2003 ; Sousa et al., 2010) 。 本 人 研究 
利用 透射 电镜 观察 了 棉铃 虫 取 食 售 Vip3Aa 饲料 后 
中 肠 杯 状 细胞 的 病理 变化 , 并 与 取 食 含 CrylAc 人 饲 
料 的 槛 铃 忠 进行 了 比较 , 为 进一步 明确 Vip3Aa 的 
作用 机 制 及 更 好 地 发 挥 Vip3Aa ENI RER REE 
要 和 蛋白 在 棉铃 虫 综合 防治 中 的 作用 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 供 试 虫 源 和 菌株 

棉铃 虫 敏感 品系 96S 于 1996 年 采 目 河南 新 乡 ， 
一 直 在 室内 用 人 工 饲 料 饲 咀 , 温度 26 + 1%C ,相对 
湿度 60% ~ 85% ， 光 周期 16L: 8D, 未 接触 任何 Bt 
毒素 蛋白 和 杀 虫 剂 。 人 工 饲 料 配 方 参见 梁 革 梅 和 谭 
维 嘉 (1999 ) 。 

CrylAc 和 Vip3Aa 阔 株 均 由 中 国 农业 科学 院 植 
物 保护 研究 所 生物 技术 组 提供 ; CrylAc 参照 Song 
等 (2003 ) 方 法 由 HD-73 阔 株 提取 得 到 ，Vip3Aa Z 
照 刘 琳 梅 等 (2004) 方 法 利用 大 肠 杆菌 Escherichia 


coli 诱导 表达 获得 。 
1.2 中 上 肠 杯 状 细胞 的 电镜 观察 

将 4 龄 敏感 品系 棉铃 虫 幼 虫 饥 俄 24 h 后, 分 别 
饲 喂食 50 ug/g Vip3Aa 重 白 或 0.$ ug/g Cryl Ac 重 
日 的 人 工 饲 料 ; 以 饲 喂 正常 人 工 饲 料 的 幼虫 为 对 
照 。 每 个 处 理 24 头 。 在 取 食 2,4 ,8, 12, 24 和 48 
h 后 分 别 切取 幼虫 中 肠 , 用 2% 戊 二 醛 前 固定 中 肠 
样品 , 用 1% RRE SIE 

取 稼 温 保存 的 经 成 二 醛 前 固定 的 棉铃 虫 中 肠 样 
ih, 用 0. 1 mol/L 磷酸 缓冲 液 (pH7.4) 冲 洗 2h, 中 
间 更 换 4 次 缓冲 液 ; FARRE HE, 用 缓冲 液 冲 
洗 15 s, 中 间 更 换 1 次 缓冲 液 。 固 定好 的 样品 用 梯 
度 乙醇 溶液 脱水 , 再 用 无 水 丙酮 置换 3 K, 然后 
618# 环 氧 树 脂 包 埋 ， 置 于 37% 聚合 12 h SCRE 
12 h, 600 CRE 48 h。 修 组 织 块 后 , 使 用 莱卡 UC6 
型 超 薄 切 族 机 切片 , 切 族 厚度 约 300 ~ 500 埃 。 用 
EE RA B - TT ER BR Pa ET TOURS (5, IRI H 7^ Hitachi- 
500 电子 透射 显微镜 观察 并 担 照 , 加速 电压 为 
80 kV, 


2 结果 与 分 析 


2.1 棉铃 虫 杯 状 细胞 超 微 结 构 的 变化 

2.1.1 ARE: 正常 微 绒 毛 数 量 众 多 , 排列 紧密 、 
整齐 ; 取 食 含 Vip3Aa 或 CrylAc 毒 蛋 日 的 饲料 后 ， 
棉铃 虫 中 肠 细 胞 微 绒毛 肿胀 变形 、 脱 落 ( 图 1)。 
2.1.2 细胞 核 : 正常 细胞 核 形 状 饱满 , 染色 质 均 
^]. 核 膜 完整 ; 取 食 含 毒 重 日 的 幼虫 细胞 核 拉 长 变 
É, 核 膜 界限 不 清晰 , 染色 质 分 布 不 均匀 (图 2)。 
2.1.3 线粒体 : 正常 线粒体 为 椭圆 形 ， 内 疹 清 晰 ; 
跌 过 毒 蛋 白 的 棉铃 虫 线粒体 拉 长 变形 ,数量 减少 ， 
内 浴 不 清晰 (图 3)。 

2.1.4 WEN: 正常 内 质 网 排列 整齐 有 序 ; mR 
过 毒素 的 内 质 网 杂乱 不 规则 、 肿 胀 , 数量 变 少 (图 
4). 

2.2. 不 同 毒 蛋白 对 棉铃 虫 中 肠 杯 状 细胞 的 病理 学 
影响 

取 食 正常 饲料 的 棉铃 虫 中 肠 杯 状 细胞 表现 正 
常 ,没有 病理 变化 , 细胞 质 均 义 ， 细 胞 需 丰 富 , 柱 
状 细胞 顶端 微 绒 毛 数量 众多 , 微 绒 毛 排列 紧密 、 整 
Jr, 其 细胞 膜 完 整 , 无 明显 变化 。 

取 食 Vip3Aa 毒 蛋 日 的 棉铃 虫 中 肠 细胞 的 病变 
速度 较 慢 , 起 初 组 织 变化 并 不 明显 , 在 取 食 12 h 后 
才能 看 到 明显 的 破坏 , 48 h 后 破坏 比较 严重 , 其 中 
对 微 绒毛 的 破坏 作用 最 大 。 
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正常 人 工 饲 料 Control 


8h 


12h 


48h 





图 1 WRG Vip3Aa 或 CryL Ac 的 人 工 饲料 后 棉铃 虫 幼虫 中 肠 杯 状 细胞 微 绒毛 的 时 序 变化 
Fig. 1 Change of the microvillus in midgut goblet cells of Helicoverpa armigera larvae feeding on 


different artificial diets with feeding time 
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正常 人 工 饲 料 Control 含 Vip3Aa 人 饲料 Diet containing Vip3Aa 含 Cry1Ac 人 饲料 Diet containing Cry1Ac 


12h 


24h 


48h 





图 2 RRA Vip3Aa 或 Cryl Ac 的 人 工 饲料 后 棉 倪 虫 幼 虫 中 肠 杯 状 细胞 细胞 核 的 时 序 变 化 
Fig. 2 Change of the cell nucleus in midgut goblet cells of Helicoverpa armigera larvae feeding on 
different artificial diets with feeding time 
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正常 人 工 饲料 Control 含 Vip3Aa 饲 料 Diet containing Vip3Aa 含 Cry1Ac 饲 料 Diet containing CrylAc 


2 C E 2 E 





2h 


4h 


8h 


12h 


24h 


48h 


图 3 RRA Vip3Aa 或 CrylAc 的 人 工 饲料 后 棉铃 虫 幼虫 中 肠 杯 状 细胞 线粒体 的 时 序 变化 
Fig. 3 Change of the mitochondria in midgut goblet cells of Helicoverpa armigera larvae feeding on 
different artificial diets with feeding time 
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正常 人 工 饲 料 Control 含 Vip3Aa 人 饲料 Diet containing Vip3Aa 含 CrylAc 饲 料 Diet containing CrylAc 


2h 


4h 


8h 


12h 


24h 


48h 





图 4 取 食 含 Vip3Aa 或 CryL Ac 的 人 工 饲料 后 棉铃 虫 幼虫 中 肠 杯 状 细胞 内 质 网 的 时 序 变化 
Fig. 4 Change of the endoplasmic reticulum in midgut goblet cells of Helicoverpa armigera larvae feeding on 
different artificial diets with feeding time 
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而 取 食 CrylAc E H KHE EE P M H E S 
变速 度 比 Vip3Aa Bt, 在 取 食 2h 后 就 出 现 明显 的 变 
化 , 随 着 取 食 时 间 的 延长 , 病理 变化 越 来 越 显著 。 
首先 表现 为 微 绒毛 肿胀 , 细胞 核 变 形 皱 缩 , 线粒体 
拉 长 变形 , 内 质 网 肿胀 等 现象 ; 到 48 h 后 微 绒 毛 大 
部 分 脱落 ,细胞 核 当 色 质 族 缩 ,， 核 膜 缺 失 严 重 , 线 
粒 体内 洽 不 清晰 ， 内 质 网 断裂 肿胀 、 数 量 减少 。 


3 讨论 


由 于 Vip3A 和 Cry 类 和 蛋 日 存在 交互 抗 性 的 可 能 
HERIR, 因此 作为 一 项 抗 性 治理 的 新 措施 ，Vip3A 
已 经 成 功 地 被 转 入 了 转基因 棉花 中 , 但 是 关于 
Vip3A 的 杀 虫 机 制 还 不 是 很 明确 。Yu 等 (1997 ) 通 
过 细胞 组 织 病理 学 试验 ,发 现 小 地 老虎 Agrotis 
ypsilon 取 食 含有 Vipp A EARRACH hJa, 中 
Wa ERER RARA, 杯 状 细胞 的 形 
态 稍 有 改变 ; 取 食 48 h 后 ,上皮 柱 状 细胞 破裂 , 细 
胞 碎片 充满 内 腔 , 杯 状 细胞 也 出 现 明 显 的 损伤 , 但 
是 两 者 都 仍 与 基 膜 相连 ; 72 h 后 , 中 肠 上 皮层 的 细 
胞 完全 脱落 , 饲 喂 的 幼虫 死亡 。 本 研究 通过 透射 电 
TMX TREERE E Vip3Aa 饲料 后 中 肠 细胞 内 
部 的 具体 变化 ,发 现 棉铃 虫 中 肠 的 微 绕 毛 、 细 胞 
核 、 线 粒 体 、 内 质 网 等 都 发 生 了 病理 变化 ,而 且 随 
着 取 食 时 间 的 延长 病变 越 来 越 明 显 , 进一步 明确 了 
Vip3Aa 的 作用 机 理 。 

Estruch 等 (1996 ) 报道 ，Vip3A 类 和 蛋白 引起 的 
昆虫 中 毒 症 状 与 Cry 类 杀 忠 晶体 蛋白 类 似 , 但 毒素 
和 蛋 白 对 昆虫 中 肠 细 胞 的 作用 时 间 延 人 运 ; 杀 虫 品 体 蛋 
日 的 作用 时 间 大 概 在 16 ~24 h, 作用 比较 迅速 ,而 
相同 浓度 的 Vip3A 活化 的 62 kDa 和 集 日 在 烟草 天 峨 
Manduca sexta 的 中 肠 细 胞 上 形成 孔洞 的 时 间 是 同 
浓度 的 CrylAb 的 8 fii, 这 可 能 是 Vip3A 类 重 日 的 
作用 时 间 比 杀 虫 晶体 蛋白 延缓 的 原因 。 本 研究 结果 
与 报道 的 很 相似 , 试验 表明 : 棉铃 虫 取 食 售 CrylAc 
饲料 2 h 后, 中 肠 杯 状 细胞 就 出 现 明显 病变 ; 而 取 
食 含 Vip3Aa 的 棉铃 虫 中 肠 细 胞 发 生病 变 较为 缓慢 ， 
在 取 食 12 h 后 才 发 现 明显 病变 。 

关于 Vip3A 与 中 肠 细胞 的 受 体 蛋 日 结合 及 交 
互 抗 性 也 有 一 些 研究 W Lee 等 (2003 2006) 比较 
了 Vip3Aa 与 CrylAb 在 烟草 天 蛾 刷 状 缘 膜 赛 泡 
( brush border membrane vesicles, BBMV) 上 的 结合 
位 点 之 间 的 差异 ,结果 表明 ，Vip3Aa 并 不 能 与 
Cryl Ab 蛋白 的 受 体 氨 肽 酶 (APN ) 类 似 物 和 钙 粘 和 蛋 


日 类 ( Cadherin ) 结合 ， 其 结合 蛋 日 的 分 子 量 在 80 
kDa 和 100 kDa, MARES E Helicoverpa zea 和 烟 芽 
WR Heliothis virescens 的 BBMV 与 活化 的 Vip3Aa 或 
CrylAc HERAA Ry ier CU Lye DH, PIE 
不 存在 着 相同 的 结合 受 体 , 没有 存在 交互 抗 性 的 可 
能 (Lee et al., 2003, 2006) 。 但 是 Vip3Aa 在 昆虫 中 
肠 确 切 的 受 体 目前 还 不 明确 , 有 等 进一步 研究 。 
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